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PENAPISAN BAKTERI KITINOLITIK
DARI LIMBAH PENGOLAHAN UDANG

Ekowati Chasanah”, Miftahul llmi™), dan Wibowo Mangunwardoyo™)
ABSTRAK

Limbah pengolahan udang merupakan salah satu sumber enzim pendegradasi kitin (enzim
kitinolitik) potensial. Tulisan ini melaporkan sebagian hasil rangkaian riset mengenai pencarian
sumber enzim kitinolitik dari lingkungan laut, khususnya dari limbah industri perikanan. Tujuan
dari riset ini adalah mengisolasi bakteri kitinolitik dari limbah pengolahan udang, mengetahui
kondisi optimum untuk memproduksi enzim tersebut dan mengidentifikasi bakteri terbaik
penghasil enzim tersebut. Penapisan dilakukan dengan mengevaluasi indeks kitinolitik pada
medium kitin padat (2%) dan mengukur aktivitas kitinolitik pada medium minimal (MSM) cair yang
diperkaya koloidal kitin 0,5%. Optimasi produksi enzim dilakukan dengan mengkultur isolat pada
berbagai pH, suhu, dan substrat menggunakan penangas air bersuhu 37°C dengan agitasi 100
rpm. Sejumlah 106 isolat berhasil diisolasi, dan di antaranya isolat KPU 218 yang memiliki
aktivitas kitinolitik tertinggi (0,134 + 0,004 U/mg) dalam waktu tercepat (24 jam). Kondisi optimum
untuk memproduksi enzim tersebut adalah pH 5, suhu 25°C dengan substrat koloidal kitin dan
waktu produksi 30 jam. Hasil identifikasi berdasarkan 16S-rDNA menunjukkan bahwa isolat
KPU 218 memiliki kemiripan 87% dengan Acinetobacter sp.

ABSTRACT: Screening of chitinolytic bacteria from shrimp processing waste. By: Ekowati

Chasanah, Miftahul llmi and Wibowo Mangunwardoyo

Shrimp processing waste is one of important sources for chitinolytic enzyme. This paper
reported part of the enzyme discovery from marine environment, especially from fisheries
processing waste. The purpose of this study was to isolate chitinolytic bacteria from shrimp
processing waste and to obtain its optimum condition for chitinolytic enzyme production. Isolation
and screening were done by evaluating the Chitinolytic Index (Cl) using 2% colloidal chitin solid
agar and measuring the specific chitinolytic activity using 0.5% colloidal chitin liquid medium. The
isolate was cultured under variation of pH, temperature, and substrates in shaking waterbath at
37°C and 100 rpm to optimize the enzyme production. Of 106 chitinolytic isolates, KPU 218
produced the highest chitinolytic activity (0.134 + 0.004 U/mg) within 24 h. Optimum production of
KPU 218 chitinolytic enzyme was at pH 5 and temperature 25°C for 30 hours using colloidal chitin
as substrate. According to 16S-rDNA-based identification, KPU 218 isolate had 87% similarity
toward Acinetobacter sp.
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PENDAHULUAN

Enzim kitinolitik adalah kelompok enzim yang
mampu mendegradasi kitin, biopolimer kedua
terbanyak di alam setelah selulosa, menjadi
monomernya yang berupa 2-asetamido-2-deoksi-3-D-
glukosa (N-asetilglukosamin) (Patil et al., 2000).
Aplikasi dari enzim kitinolitik antara lain sebagai agen
biokontrol terhadap kapang dan insekta yang
merugikan (Chernin et al., 1995; Chien-Jui Huang
et al., 2005), serta pembuatan oligomer kitin dari
polimer kitin dan protein sel tunggal dari khamir (Patil
etal., 2000; Sgrbotten et al., 2005).

Bakteri penghasil enzim kitinolitik, atau bakteri
kitinolitik, dapat ditemukan pada habitat-habitat yang

mengandung kitin yang tinggi, antara lain limbah yang
mengandung kitin (Sakai et al., 1998) seperti kulit
(eksoskeleton) krustasea (Johnson, 1931; Vogan et
al., 2002), air dan sedimen laut (Donderski &
Trzebiatowska 1999), dan tanah (Chernin et al., 1995).
Eksplorasi untuk mencari bakteri kitinolitik di Indone-
sia telah dilakukan oleh beberapa peneliti, antara lain
oleh Purwani et al. (2002) dan Purwani et al. (2004)
yang telah mengisolasi bakteri kitinolitik dari sumber
air panas di Tompaso, Manado, dan Malik et al. (2003)
yang telah mengisolasi bakteri kitinolitik dari ladang
lada hitam di Pulau Bangka.

Pengolahan udang, baik untuk industri maupun
konsumsi, menghasilkan limbah yang mengandung
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kitin (Shahidi et al., 1999; Nasution et al., 2004).
Limbah tersebut diduga menjadi habitat bagi bakteri-
bakteri yang mampu menghasilkan enzim kitinolitik.
Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan bakteri
kitinolitik dari limbah pengolahan udang dan mencari
kondisi optimum untuk memproduksi enzim tersebut.
Produksi enzim kitinolitik tersebut diharapkan dapat
diaplikasikan dalam berbagai keperluan industri di
antaranya sebagai agen biokontrol. Penyakit tanaman
yang diakibatkan oleh kapang merupakan problem
serius yang dihadapi oleh industri pertanian saat ini.
Kapang patogen yang bersumber dari tanah seperti
Pythium, Fusarium, Rhizoctonia, and Phytopthora
merupakan kapang yang menyerang tanaman
pertanian yang memiliki nilai ekonomi tinggi.
Diharapkan enzim kitinolitik yang dihasilkan
mempunyai kontribusi pada industri pertanian tersebut
sebagai agen biokontrol (Gohel et al., 2006).

BAHAN DAN METODE

Bahan

Sampel limbah pengolahan udang diambil dari
pabrik pengolahan udang di Muara Baru, Jakarta, dan
rumah makan di wilayah Jakarta. Isolat Bacillus sp.
K-2914 sebagai kontrol positif merupakan koleksi
Laboratorium Mikrobiologi dan Bioteknologi, PAU
Institut Pertanian Bogor.

Koloidal kitin dibuat berdasarkan metode yang
dilakukan Nasran et al. (2003). Semua bahan kimia
dan mikrobiologi yang digunakan adalah grade analitik.

Isolasi bakteri kitinolitik

Isolasi bakteri kitinolitik dilakukan dengan metode
isolasi langsung berdasarkan metode Hunter-Cevera
etal. (1986). Sebanyak 10 g sampel dicampur dengan
90 mL larutan NaCl 0,9% dalam akuades dengan 3
kali ulangan. Campuran diencerkan hingga 3 kali
pengenceran (10, 102, 10%), kemudian sebanyak 0,1
mL suspensi dari tiap pengenceran tersebut disebar
di atas medium kitin agar (K,HPO, 0,1%,
MgSO,.7H,0 0,01%, NaCl 0,1%, (NH,),SO, 0,7%,
Yeast Extract 0,05%, koloidal kitin 2%, dan agar 1%).
Medium diinkubasikan selama 48 jam pada suhu 30°C
dan setiap koloni tunggal yang membentuk zona
bening dipindahkan ke medium padat miring berisi
Nutrient Agar (NA). Isolat dimurnikan dan disimpan
sebagai stock culture dan working culture pada me-
dium NA.

Skrining bakteri kitinolitik

Skrining dilakukan dalam dua tahap. Tahap
pertama (skrining pada medium kitin padat) dilakukan
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dengan mengukur Indeks Kitinolitik (IK) isolat-isolat
yang didapat dari hasil isolasi pada medium kitin agar
berdasarkan metode Cody tahun 1989 (Gohel et al.,
2006) dengan kontrol positif Bacillus sp. K-2914. Isolat
berumur 24 jam dalam medium NA diinokulasikan ke
medium kitin agar dengan metode titik (Nasran et al.,
2003), kemudian diinkubasikan selama 72 jam pada
suhu 30°C. Pengamatan dilakukan tiap 24 jam dengan
mengukur diamater koloni (DK) serta zona bening
(DZ). Indeks Kitinolitik (IK) dihitung dengan rumus
IK = DZ/DK (Gohel et al., 2006).

Tahap kedua (skrining pada medium kitin cair)
dilakukan terhadap isolat yang memiliki nilai IK tinggi
(IK > 2) dengan mengukur aktivitas spesifik enzim
pada medium kitin cair. Isolat terpilih berumur 24 jam
dalam medium NA miring disuspensikan dengan 5
mL akuades (A, = 1,138 £ 0,245). Kemudian 5 mL
suspensi sel tersebut dimasukkan ke dalam 50 mL
medium kitin cair dalam labu Erlenmeyer 250 mL,
diinkubasikan selama 4 hari pada suhu 30°C dengan
agitasi 100 rpm. Sampling dilakukan setiap hari; 1
ml medium diambil dan disentrifugasi dengan
kecepatan 6.000 g selama 10 menit pada suhu 4 °C.
Supernatan diuji aktivitas relatifnya menggunakan
reagen Schales serta ditentukan kadar proteinnya
menggunakan metode Lowry (Bollag & Edelstein,
1991). Aktivitas spesifik enzim adalah perbandingan
aktivitas relatif dengan kadar protein yang terdapat
dalam sampel dan memiliki satuan Unit/mg. Satu unit
aktivitas didefinisikan sebagai jumlah enzim yang
menghasilkan 1 pmol N-asetilglukosamin tiap menit
(Nasran et al., 2003). Medium kitin cair tanpa isolat
digunakan sebagai kontrol negatif. Isolat dengan
aktivitas spesifik terbaik diidentifikasi serta digunakan
lebih lanjut dalam penelitian.

Identifikasi isolat bakteri

Identifikasi isolat terpilih dilakukan menggunakan
Microbact Identification System 12E/A (Oxoid) dan
berdasar 16S rDNA. Ekstraksi DNA dilakukan dengan
menggunakan Genomic DNA Purification Kit
(Fermentas), primer yang digunakan berdasarkan
Marchesi et al. (1998). Reaksi PCR dilakukan dengan
Pure Taq Ready To Go PCR beads (GE Healthcare).
Sekuensing dilakukan di Fakultas Teknobiologi,
Universitas Atmajaya. Hasil sekuensing dianalisis
menggunakan program Clustal W dan pembuatan
pohon philogenetik menggunakan program Treecon
1.3b.

Optimasi produksi enzim kitinolitik

Optimasi produksi enzim kitinolitik dari isolat
terpilih dilakukan dengan kultivasi isolat pada medium
dengan berbagai variasi pH, suhu, dan substrat.
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Metode optimasi produksi mengikuti metode skrining
medium cair, sedangkan waktu pemanenan mengikuti
kurva aktivitas spesifik enzim yang didapat dari
skrining tersebut.

Optimasi pH produksi ditentukan dengan menguiji
aktivitas enzim kitinolitik tertinggi pada pH medium
produksi 4, 5, 6, 7, 8, dan 9 menggunakan suhu
produksi 30°C. Suhu optimum ditentukan dengan
menguiji aktivitas kitinolitik pada suhu produksi 20,
25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, dan 60°C menggunakan
pH produksi optimum.

Optimasi medium produksi dilakukan terhadap
jenis substrat. Aktivitas kitinolitik tertinggi ditentukan
pada produksi menggunakan substrat koloidal kitin
(1% b/v), glukosa (1% b/v), kitin bubuk (1% b/v)
(Sigma), dan campuran antara kitin bubuk (0,5% b/v)

dengan glukosa (0,5% b/v) pada suhu dan pH produksi
optimum.

Profil produksi enzim kitinolitik

Profil produksi enzim kitinolitik ditentukan pada
kondisi dan medium optimum dengan mengukur
aktivitas spesifik enzim pada jam ke-0, 6, 12, 18, 24,
30, 36, 42, 48, 54, dan 72.

HASIL DAN BAHASAN

Sebanyak 106 isolat bakteri kitinolitik berhasil
diisolasi dari limbah pengolahan udang. Tujuh isolat
dengan IK > 2 dipilih untuk dilanjutkan skrining tahap
kedua dengan menggunakan medium cair (Gambar 1
dan Tabel 1).

Gambar 1. Hasil skrining tujuh isolat dengan IK > 2: pada medium kitin padat (A) KLU 111 (kontrol negatif);
(B) KLU 2123; (C) KLU 1121; (D) KLU 116; (E) KPU 218; (F) KPU 2124; (G) KLU 115; (H) KLU
1116; (1) Bacillus sp. K-2914 (kontrol positif).

Figure 1. Screening of seven isolates with IK > 2 on agar medium: (A) KLU 111 (negative control); (B)
KLU 2123; (C) KLU 1121; (D) KLU 116; (E) KPU 218; (F) KPU 2124; (G) KLU 115; (H) KLU 1116;
() Bacillus sp. K-2914 (positive control).

Tabel 1. Isolat-isolat dengan IK > 2 hasil skrining pada medium padat

Table1. Isolates having IK > 2 on agar medium

Indeks Kitinolitik/

No Isolat/Isolate Chitinolitic Index Asal/Origin

1 KLU 1116 2.58 + 0.52 Kulit udang dari pabrik

2 KPU 2124 2.53 +£0.29 Kepala udang dari rumah makan
3 KLU 115 2.44 + 0.17 Kulit udang dari pabrik

4 KPU 218 239 +10:31 Kepala udang dari rumah makan
5 KPU 2123 2.27 £ 0.02 Kepala udang dari rumah makan
6 KLU 116 2.21+0.19 Kulit udang dari pabrik

7 KLU 1121 2.18 £ 0.40 Kulit udang dari pabrik
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Skrining tahap kedua dilakukan dengan
menggunakan medium kitin cair yang secara spesifik
mengukur kadar N-asetilglukosamin sebagai produk
degradasi kitin oleh enzim kitinolitik (Gooday, 1990).
Skrining dengan menggunakan medium cair
menunjukkan isolat KPU 218 memiliki aktivitas
spesifik tertinggi (0,134 + 0,004 U/mg), pada waktu
tercepat (24 jam) dibandingkan keenam isolat lain
(Gambar 2), meskipun nilai IK hanya 2,39 + 0,31.
Sebaliknya isolat KLU 1.1.16 yang memiliki IK
terbesar (2,58 + 0,52) pada medium cair tidak
menunjukkan aktivitas yang tinggi (0,051 + 0,017 U/
mg) setelah 96 jam. Kemampuan isolat KLU 1.1.16
dalam membentuk IK terbesar diduga karena isolat
tersebut melakukan proses quorum sensing dalam
mendegradasi substrat koloidal kitin. Quorum
sensing adalah proses beberapa bakteri menginduksi
bakteri lain di sekitarnya, baik dari spesies yang
sama maupun berbeda, untuk mengekspresikan suatu
protein (Moat et al., 2002). Fenomena tersebut telah
dilaporkan oleh Chernin et al. (1998) yang meneliti
quorum sensing pada degradasi kitin oleh bakteri
Chromobacterium violaceum. Skrining menggunakan
medium padat memungkinkan sel bakteri tumbuh
berdekatan atau bahkan saling menumpuk dalam
kepadatan yang tinggi, sehingga proses quorum
sensing lebih mudah terjadi (Moat et al., 2002).
Mekanisme tersebut akan mempercepat proses
degradasi koloidal kitin yang ada di substrat (Chernin
etal., 1998). Kemungkinan lain penyebab isolat KLU
1116 memiliki IK terbesar adalah adanya enzim
pendegradasi kitin selain enzim kitinolitik yang
dihasilkan oleh bakteri tersebut saat skrining
dilakukan. Produk dari enzim tersebut tidak dapat
terdeteksi saat dilakukan skrining medium cair,
sehingga aktivitas kitinolitik isolat KLU 1116 rendah.
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Isolat KPU 218 menunjukkan aktivitas kitinolitik
tertinggi (0,134 £ 0,004 U/mg) dalam waktu tercepat
(24 jam) pada skrining medium cair. Diduga sel bakteri
KPU 218 mampu melekat lebih baik ke partikel kitin
dibandingkan isolat lainnya pada medium cair.
Pelekatan sel ke partikel kitin merupakan tahap kedua
dalam degradasi kitin dan dibantu oleh suatu protein
yang disebut chitin-binding protein (CBP). Ekspresi
protein tersebut berbeda antar spesies bakteri (Yu et
al., 1991). Menurut Montgomery & Kirchman (1994),
CBP bertindak sebagai jangkar bagi bakteri dalam
proses degradasi kitin di lingkungan perairan. Hal
tersebut menyebabkan bakteri lebih melekat pada kitin
sehingga akan menginduksi ekspresi enzim kitinolitik
dan dapat menggunakan N-asetilglukosamin lebih
mudah dibandingkan bakteri yang tidak mampu atau
kurang mampu melekat pada kitin. Agitasi pada
skrining medium cair menyebabkan medium teraduk
sehingga tanpa bantuan CBP bakteri tidak akan dapat
melekat pada substrat dengan baik.

Optimasi medium produksi menunjukkan bahwa
isolat KPU 218 memproduksi enzim kitinolitik pada
kisaran pH 4 hingga 9, dengan aktivitas tertinggi pada
pH 5 (Gambar 3). Ini menunjukkan bahwa isolat KPU
218 dapat tumbuh dan melakukan proses
metabolisme pada rentang pH tersebut.

Isolat KPU 218 memproduksi enzim kitinolitik pada
rentang suhu 20—-35°C dengan aktivitas enzim tertinggi
diproduksi pada suhu 25°C. Hasil tersebut
menunjukkan bahwa isolat KPU 218 dapat tumbuh
pada rentang suhu 20-35°C dan memiliki suhu
pertumbuhan optimum pada 25°C. Menurut Madigan
etal. (1997), kisaran suhu tersebut masuk ke dalam
kisaran suhu pertumbuhan bagi bakteri mesofilik (20—
40°C) yang salah satu anggotanya adalah E. coli.

mKLU 115
CIKLU 1116
= KPU 2124
@A KPU 218
EIKPU 2123
& KLU 1121
& KLU 116

m Kontrol negatif/
Negative control

Gambar 2. Aktivitas spesifik tujuh isolat dengan IK >2 pada skrining medium cair.
Figure 2. Specific activity of seven isolates having IK > 2 at liquid medium.
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Gambar3.  Aktivitas spesifik enzim kitinolitik KPU 218 pada berbagai variasi pH selama produksi pada
30°C menggunaan substrat MSM yang diperkaya koloidal kitin 0,5%.
Figure 3. Specific activity of KPU 218 chitinolytic enzyme at various pH during production at 30°C using

MSM medium enriched with 0.5% colloidal chitin.
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Gambar4.

Aktivitas spesifik enzim kitinolitik KPU 218 pada berbagai suhu selama produksi pada pH 5

menggunakan medium MSM yang diperkaya koloidal kitin 0,5%.

Figure 4.

Specific activity of KPU 218 chitinolytic enzyme at various temperature during production at pH

5 using MSM medium enriched with 0.5% colloidal chitin.

Isolat KPU 218 berasal dari sefalotoraks udang hasil
limbah pengolahan udang di rumah makan. Limbah
tersebut memiliki suhu 21°C, namun diduga
pemrosesan udang tidak dilakukan pada suhu
konstan dan umumnya pada suhu kamar. Hal tersebut
menjelaskan rentang suhu pertumbuhan isolat KPU
218 antara 20-35°C yang sesuai dengan suhu
lingkungannya.

Hasil optimasi substrat produksi (Gambar 5)
menunjukkan bahwa isolat KPU 218 yang
ditumbuhkan pada medium yang mengandung koloidal
kitin mampu memproduksi enzim kitinolitik dengan
aktivitas tertinggi (0,088 + 0,022 U/mg). Isolat KPU
218 yang ditumbuhkan pada medium yang

mengandung glukosa tidak menghasilkan enzim
kitinolitik, hal tersebut ditunjukkan oleh rendahnya
aktivitas enzim kitinolitik pada produksi yang
menggunakan substrat tersebut (0,004 + 0,002 U/mg).
Menurut Moat et al. (2002), glukosa merupakan
sumber karbon yang paling efisien bagi bakteri
sehingga isolat KPU 218 saat ditumbuhkan pada
medium yang mengandung substrat tersebut akan
langsung menggunakan glukosa untuk pertumbuhan
dan metabolisme. Hal tersebut menyebabkan
produksi enzim-enzim pendegradasi karbohidrat
lainnya, antara lain enzim kitinolitik, tidak terinduksi.
Moat et al. (2002) menyebut fenomena tersebut
sebagai catabolite repression.
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Gambar5.  Aktivitas spesifik enzim kitinolitik KPU 218 pada berbagai substrat produksi pada suhu 30°C,
H 5.
Figure 5. pSpeciﬁc activity of KPU 218 chitinolytic enzyme at various production substrate at pH 5, 30°C.

Aktivitas enzim kitinolitik hasil produksi isolat KPU
218 pada medium yang menggunakan substrat kitin
bubuk sangat rendah (0,004 + 0,0022 U/mg). Kitin
bubuk dan koloidal kitin memiliki monomer yang sama,
yaitu N-asetilglukosamin, namun ketersediaan kitin
dalam kitin bubuk masih berupa polimer kitin,
berbentuk padat dan tidak larut dalam air sehingga
enzim tidak mampu mengakses dan mendegradasi
kitin tersebut. Pada koloidal kitin, kitin tersedia dalam
bentuk potongan-potongan (oligomer kitin) akibat
proses pemotongan terbatas oleh perlakuan kimia
dalam proses pembuatan koloidal kitin sehingga
enzim kitinolitik lebih mampu mengakses dan
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menggunakan kitin tersebut. Aktivitas enzim kitinolitik
juga tidak terdeteksi pada medium campuran kitin
bubuk dengan glukosa. Ketidakberadaan oligomer
kitin sebagai induser pada medium tersebut
merupakan penyebab ketidakmampuan isolat KPU
218 dalam mengekspresikan enzim kitinolitik.

Profil produksi enzim kitinolitik KPU 218 ditentukan
dengan mengukur aktivitas enzim kitinolitik yang
diproduksi pada kondisi optimum selama 72 jam.
Optimasi menunjukkan aktivitas enzim mulai
meningkat pada jam ke-12 dan mulai stabil pada jam
ke-18 (Gambar 6). Bentuk kurva aktivitas enzim
kitinolitik pada produksi selama 72 jam menyerupai

—
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Gambar 6. Kurva aktivitas enzim kitinolitik KPU 218 selama produksi 72 jam.
Figure 6. Activity curve of KPU 2.1.8 chitinolytic enzyme during 72 hours production time.
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kurva sigmoid pertumbuhan bakteri, sehingga diduga
enzim kitinolitik tersebut berperan penting bagi isolat
KPU 218 dalam mendapatkan nutrisi. Selama 12 jam
pertama aktivitas enzim belum menunjukkan
peningkatan yang tajam, sehingga diasumsikan sel-
sel dalam koloni berada dalam fase lag. Pada fase
tersebut, sel-sel bakteri mulai mengenali dan
melakukan pelekatan pada partikel oligomer kitin di
dalam medium (Xibing Li & Roseman, 2004). Pada
bakteri Vibrio harveyi, setelah pelekatan sel yang
dilakukan oleh suatu CBP dengan berat 53 kDa,
kitin akan menginduksi sekresi CBP lainnya
(Montgomery & Kirchman, 1994). Proses tersebut
diduga juga terjadi pada strain KPU 218 dan
menyebabkan sedikitnya jumlah enzim kitinolitik yang
dihasilkan oleh sel bakteri pada awal produksi.

Hasil identifikasi isolat KPU 218

Isolat KPU 218 adalah gram negatif berbentuk
batang pendek (Gambar 7). Identifikasi dengan
menggunakan Microbact Identification System 12E/
A menunjukkan bahwa isolat tersebut 77% identik
dengan isolat Escherichia coli-inactive, yang
merupakan biogroup dari species E. coli, famili
Enterobacteriaceae. Karakteristik biokimiawi isolat
KPU 218 di antaranya adalah memiliki kemampuan
memfermentasi glukosa dan manitol dengan
menghasilkan asam, tidak mampu menggunakan
sitrat, silosa (xylose) dan urea, tidak menghasilkan
H,S, tidak memiliki triptofan deaminase dan lisin
dekarboksilase, memberikan reaksi positif terhadap
pereaksi indol tapi negatif terhadap pereaksi Voges
Proskauer.

Dari hasil perbandingan (blast) terhadap urutan
nukleotida (500 pasangan basa) hasil PCR 16S rDNA,

. e ke
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isolat tersebut memiliki kemiripan terdekat (87%)
dengan Acinetobacter sp. Hasil tersebut kemungkinan
akan berubah apabila sekuensing dilakukan terhadap
keseluruhan urutan nukleotida pada 16S rDNA
tersebut.

Gen 16S rRNA suatu mikroba bersel tunggal
(procaryote) memiliki urutan nukleotida (sekuen) yang
terkonservasi sehingga dapat digunakan untuk
menduga hubungan kekerabatan antara spesies.
Urutan kemiripan gen 16S rRNA dengan gen 16S rRNA
spesies lain dari bank data dapat digambarkan
dengan pohon filogenetik seperti pada Gambar 8.

Keberadaan bakteri kitinolitik dari famili
Enterobacteriaceae umum ditemukan di perairan
dengan sumber kitin berasal dari eksoskeleton
arthropoda. Donderski & Trzebiatowska (1999) telah
melakukan perhitungan jumlah sel bakteri kitinolitik
dari Danau Jeziorak (Polandia) dan mendapatkan 3,01
x 10¢ sel bakteri kitinolitik tiap gram sampel.
Sebanyak 21% dari jumlah sel tersebut diidentifikasi
sebagai Enterobacter aerogenes dan 7,5%
diidentifikasi sebagai Serratia sp. Penelitian yang
serupa dilakukan oleh Donderski & Brzezinska (2001)
di distrik Danau llawskie, Polandia. Penelitian
tersebut menghasilkan 1,10 x 10° sel bakteri kitinolitik
tiap cm?® sampel dan 48% dari sel tersebut
diidentifikasi sebagai famili Enterobacteriaceae.
Bakteri kitinolitik yang telah diisolasi dari famili
Vibrionaceae antara lain Vibrio charcariae (Suginta
et al., 2000), Vibrio furnisii (Yu et al., 1991), Vibrio
harveyi (Svitil et al., 1997; Svitil & Kirchman 1998;
Nasran et al., 2003), dan Aeromonas (Brzezinska &
Donderski 2001; Malik et al., 2003; Ueda et al., 2003).
Adapun bakteri kitinolitik dari famili Enterobacteri-
aceae, antara lain Serratia marcescens (Suzuki et
al., 1999; Suzuki et al., 2002; Sgrbotten et al., 2005),

Gambar 7. Pengecatan gram isolat KPU 218 (1000x).
Figure 7. Gram staining of KPU 218 isolate (1000x).
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10%

Acinetobacter venetianus
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Gambar 8. Pohon filogenetik isolat KPU 218.
Figure 8. Phylogenetic tree of KPU 218 isolate.

Enterobacter sp. (Dahiya et al., 2005), dan E.
aerogenes (Donderski & Trzebiatowska, 1999), serta
satu genus dari Chromobacterium (Chernin et al.,
1998; Donderski & Brzezifiska, 2001).

Enzim kitosanase, salah satu enzim dari group
enzim kitinolitik, dilaporkan telah diisolasi dari
Acinetobacter sp. C-17 yang diisolasi dari sampel
tanah Kota Haiyan, China (Zhu et al., 2003). Isolasi
bakteri penghasil enzim kitinolitik dari tanah yang
kaya akan kulit udang telah dilaporkan oleh Zhu, et
al. (2007), dan bakteri tersebut diidentifikasi sebagai
Sphingomonas sp. C7-5. Vogan et al. (2002) telah
melaporkan 22 isolat Vibrio dari kulit krustase
Cancer pagurus. Isolasi bakteri penghasil enzim
kitinolitik dari lingkungan laut Indonesia telah
dilakukan di antaranya dari beberapa spons laut (Uria
et al., 2005; Chasanah et al., 2007), dan dari terasi
(Noviendri et al., 2006; Zilda et al., 2006).

KESIMPULAN

1. Isolat KPU 218 terpilih sebagai isolat penghasil
enzim kitinolitik yang berpotensi dengan
menunjukkan aktivitas tertinggi (0,134 + 0,004
U/mg) dan waktu produksi tercepat (24 jam).
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2. Isolat tersebut diidentifikasi sebagai strain
Escherchia coli-inactive menggunakan
Microbact Identification System 12E/A,
sedangkan berdasarkan analisis 16S rDNA isolat
KPU 218 memiliki kemiripan 87% dengan
Acinetobacter sp.

3. Strain KPU 218 memproduksi enzim kitinolitik
pada kondisi optimum pH 5 dan suhu fermentasi
25°C, dengan waktu pemanenan terbaik jam
ke-30. Produksi enzim kitinolitik dari isolat KPU
218 hanya dapat diinduksi oleh substrat koloidal
kitin.
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